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要 約 
背 景：近年、アルブミン尿が心血管病のリスクファクターとして認知されて
きたが、その発生機序は不明である。これまでのいくつかの研究により、腎臓
の傍髄質ネフロンは圧への感受性が高く、高血圧により早期から障害される可
能性が示唆されている。大血管から直接分枝するという解剖学的特徴を有する
血管(strain vessel)の構造が圧感受性を高める原因と予想されている。本研究
ではアルブミン尿の存在が体内の strain vessel の圧障害のマーカーとなる、
という仮説のもとに、動物実験にて高血圧性の strain vessel 障害が降圧によ
って抑制できるかを検討した。 
方 法：6 週齢の脳卒中易発症高血圧自然発症ラット(stroke-prone 
spontaneously hypertensive rats (SHR-SP)に、4％食塩食を与え、6 週間観察
したうえで、血圧測定、蓄尿の後に組織学的検討を行った(n=16)。次に、10 週
齢の SHR-SPに 8％食塩食とともに L型 Ca チャネル拮抗薬であるニフェジピンを
投与した群(n=8)を作成し、脳、腎障害についてそれぞれ非投与群(n=8)と比較
検討を行った。さらに、観察期間を最大 5 週間延ばし脳卒中イベントの発生を
観察した。 
結 果：尿中アルブミン排泄量が 5.0mg/日以上の群では、それ未満の群に比べ
有意に腎傍髄質ネフロンおよび、脳髄質血管の障害を認めた。この時、傍髄質
ネフロンでは酸化ストレスマーカーである 8OHdG、炎症マーカーである MCP-1
および TGF-β の発現増加がみられた。ニフェジピンの投与により血圧、尿アル
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ブミン排泄量および脳血管障害は有意に減少した。ニフェジピンを投与したラ
ットの傍髄質ネフロンに MCP-1、TGF-β および炎症の各種パラメーターの減少
が観察された。また、ニフェジピンの投与は脳卒中のイベント発生を抑制する
事が示された。 
結 論：アルブミン尿の出現を認めた SHR-SP は血圧上昇に伴う酸化ストレスお
よび炎症性機序を介した傍髄質ネフロンの障害とともに脳血管障害を呈した。
これには脳腎血管に存在する strain vessel の解剖学的特徴が一因になってい
ると考えられた。 
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背 景 
 近年、アルブミン尿が心血管病（Cardiovascular disease: CVD）を予測する
マーカーとして捉えられるようになってきた 1-2。1984 年に Mogensen らが、ア
ルブミン尿は２型糖尿病の患者において顕性蛋白尿や早期死亡率を予見するこ
とを、世界で最初に報告した 3。加えて、アルブミン尿は古典的な CVD のリスク
ファクターである高血圧、脂質異常症および糖尿病とは独立した危険因子にな
ることが分かってきた 4-5。さらに、大規模な臨床研究(RENAAL6、LIFE7-8、PREVENT9)
においてアルブミン尿を減少させる介入試験により CVD を減らすことが明らか
になってきた。また、アルブミン尿は、高血圧や糖尿病のリスクを持たない一
般住民においても CVD のリスクファクターであることが示された 10-13。このよう
に重要な CVD の予測マーカーとなったアルブミン尿だが、その発生の機序は未
だ十分に明らかになっていない 14。 
 腎臓から尿中に蛋白質が漏出することは、腎障害の存在を示唆している。腎
臓を障害する要素は高血圧、高血糖、薬物など様々に存在する。特に血圧によ
る早期の腎障害は腎臓深部である傍髄質から生じることがラットおよびヒトで
示されてきた 15-17。森らはアンジオテンシン II 負荷ラットにおいて、腎臓の傍
髄質糸球体障害は血圧に依存し、皮質表層糸球体はアンジオテンシン II により
障害を受けることを示した 18-19。さらに井原らはアンジオテンシン II 受容体拮
抗薬（angiotensin II type 1 receptor blockers; ARB）を高齢糖尿病モデル
ラット（Otsuka Long Evans Tokushima Fatty :OLETF）に投与し、糸球体障害
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の程度についてヒドララジンを投与した OLETF ラットと比較した。2 群は同様の
降圧効果を示したものの、ARB 群はヒドララジン群に比べ有意に蛋白尿を減少さ
せた。デスミン免疫染色で検討した皮質表層糸球体の上皮細胞障害はヒドララ
ジン群では抑制が乏しく、ARB 群では有意に抑制されていた 20。一方、傍髄質糸
球体の上皮細胞障害はヒドララジンおよび ARB ともに抑制されなかった。前出
の森らの研究と併せて考えると、この研究では傍髄質糸球体は既に不可逆的に
障害されており、降圧治療で回復しなかったためと考えられる。これらの結果
から、アルブミン尿は腎障害の不均一性、アンジオテンシン II による血圧上昇
により傍髄質ネフロンの障害を示す可能性が示唆された。 
 腎臓自体の障害のみならず、アルブミン尿は脳の白質に存在する小血管の障
害のマーカーになることが和田らによって報告されている 12。脳白質の小血管
と傍髄質の輸入細動脈は解剖学的相似点を持つ。これらの血管は大血管から直
接分枝する細血管であり、短い距離で高い血圧を下げなければならない。私の
グループはこのような抵抗血管を”strain vessel”と名付け、アルブミン尿の
存在は全身に存在する strain vessel の障害のマーカーであると予想した 21。 
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目 的 
上記背景より、以下の仮説を立てた。 
仮 説：大きな血管から直接分枝するという解剖学的特徴を有する血管(strain 
vessel)の構造が圧感受性を高める原因と考えた。 
アルブミン尿の存在が体内の strain vessel の圧障害のマーカーとなる。 
 この仮説を検証することを目的に、高血圧モデルラットで、脳卒中を起こす
ことが知られている脳卒中易発症高血圧自然発症ラット(stroke-prone 
spontaneously hypertensive rats :SHR-SP)を使用し、脳腎血管障害と炎症マ
ーカーを検討するとともに、L 型 Ca チャネル拮抗薬である降圧薬ニフェジピン
による障害の抑制を検討する。 
 SHR-SP は、京都大学医学部の家森らによって、高血圧自然発症ラット(SHR)
の中で脳卒中を起こした家系の子を選抜交配して、1974 年に確立された 22。SHR
に比して、SHR-SP は 40-50mmHg 高い血圧を示すことが知られており、ほぼ全例
で 40 週齢前に脳卒中を発症する特徴を持つラットである 23。 
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方 法 
Ⅰ．実験動物の作製 
 実験１においては 6 週齢の雄性 SHR-SP（日本エスエルシー株式会社、浜松市）
を使用した。実験動物は温度 25℃、12 時間ごとの明暗サイクルに管理された室
内で飼育し、4％の高食塩飼料（日本農産工業株式会社、横浜市）を投与した。
また水道水を随時自由に摂取できるような環境にした。 
 実験 2 において 10 週齢の雄性 SHR-SP（日本エスエルシー株式会社、浜松市）
を使用した。実験動物は温度 25℃、12 時間ごとの明暗サイクルに管理された室
内で飼育し、8％の高食塩飼料（日本農産工業株式会社、横浜市）を投与した、
また水道水を随時自由に摂取できるような環境にした。 
  すべての実験は、東北大学における動物実験等に関する規程を遵守して行
なわれ、全プロトコールは同動物実験専門委員会によって許可された。 
Ⅱ．実験プロトコール 
実験 1 ～SHR-SP におけるアルブミン尿と strain vessel 障害の関連～ 
毎週１回血圧測定し、6 週間目に代謝ケージ内で食餌摂取量、飲水量を測定し
た。同時に氷冷下で 24 時間畜尿を採取し、後述する方法で尿中アルブミン排泄
量を計測した。 
 6 週間の観察終了後に、ペントバルビタールナトリウム 100mg/kg 腹腔内注射
による全身麻酔下でラットの腹部大動脈に PE50カテーテル（Clay Adams, Sparks, 
MU, USA）を留置し、生理食塩液で左腎臓を灌流した後、直ちに摘出し、短軸方
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向に 3 mm 厚に切り、10％ホルマリン液で固定したものを組織学的検討に用いた。
挿入したカテーテルを上行大動脈にそって進め、大動脈弓部の高さより、4％パ
ラホルムアルデヒドで 5 分間灌流した後に脳を摘出、その後 10％ホルマリンで
固定したものを組織学的検討に用いた。各臓器は摘出時に重量を測定した。 
実験 2 ～ニフェジピンによる SHR-SP における strain vessel 障害抑制効果～ 
 実験 1 の動物モデルではアルブミン尿の排泄がラット間で不規則であったた
め、介入試験を行うには不適切であった。したがって予備実験にて、ラットが
同時期にアルブミン尿を呈するモデルを作製した。その結果、10 週齢のラット
に 8％高食塩投与をすることにより、2 週間で実験 1 と同程度のアルブミン尿が
出現し、どのラットも均一にアルブミン尿を呈することがわかった。このため、
実験 2では 10週齢のラットに 8%食塩食を 2週間投与するプロトコールで実験を
行った。ラットをニフェジピン投与群(n=8)、コントロール群(n=8)の 2 群に分
けた。ニフェジピンは 8%高食塩飼料に混入した。代謝ケージで計測した摂食量
から推定したニフェジピン摂取量は 80-100mg/day であった。毎週 2 回血圧測定、
0、1、2 週目に代謝ケージ内で食餌摂取量、飲水量を測定した。また、氷冷下で
24 時間尿を採取し、後述する方法で尿中アルブミン排泄量を計測した。 
  2 週間の観察終了後に、ペントバルビタールナトリウム 100 mg/kg 腹腔内注
射による全身麻酔下にラットの右腎動脈を結紮し摘出、その後長軸方向に割を
入れ、腎皮質、髄質外層に分けて、-80℃で保存した。得られた腎皮質、髄質外
層の、各種 mRNA の発現をリアルタイム polymerase chain reaction（PCR）法を
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用いて検討した。左腎および脳を実験１と同様に摘出、固定し、組織学的検討
を行った。 
実験 3 ～ニフェジピンによる SHR-SP における脳卒中イベント抑制効果～ 
実験 2 では脳血管障害に差が見られなかった。この原因として実験 2 で行った
2 週間の観察が不足していたと考え、最高 5 週間まで観察した実験を行った。ラ
ットをニフェジピン投与群(n=8)、コントロール群(n=8)の 2 群に分けた。ニフ
ェジピンは食餌に混入した。毎週 2 回血圧測定、毎週代謝ケージ内で食餌摂取
量、飲水量を測定し、また、氷冷下で 24 時間畜尿を採取し、後述する方法で尿
中アルブミン排泄量を計測した。最高 5 週間にわたり観察を行った。 
 麻痺の出現、痙攣などの頭蓋内疾患が示唆された場合には、実験 2 のごとく
組織を回収した。簡略化したプロトコールを Appendix に添付した。 
Ⅲ．各種測定項目ならびに測定方法 
1．収縮期血圧 
 収縮期血圧は、テールカフ法による非観血的血圧計 MK-2000A（室町機械株式
会社、東京）を使用した。午前中に測定を開始した。ストレイナー内で 5 分間
の安静を得た後に 6 回連続で収縮期血圧を測定し、最高ならびに最低血圧を除
いた 4 回の値の平均をデータとして採用した。 
2． 尿中アルブミン排泄量 
 尿中アルブミン排泄量(Urinary albumin excretion:UAE)は尿量にて補正を行
い、１日の UAE を計算した。 
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3．組織解析 
(1) 光学顕微鏡的観察 
 10%ホルマリンで固定した腎組織をパラフィン包埋した後、厚さ 2µm 切片を作
製した。エタノール・キシレンによる脱パラフィン処理の後、過ヨウ素酸シッ
フ（periodic acid Schiff; PAS）染色を施行した。PAS 陽性物質によるメサン
ギウム領域の拡大を糸球体硬化と定義した。 
 ランダムに選択した各切片 50 個の皮質表層糸球体および傍髄質糸球体を、光
学顕微鏡 BX51（オリンパス株式会社、東京）を用いて検鏡、撮影した後、これ
までの報告 24 に基づいて糸球体硬化度（Glomerular sclerosing index; GSI）
を測定した。すなわち、各糸球体の硬化度を 0～4（0 = 正常、1 = 0～25%硬化、
2 = 25～50%硬化、3 = 50～75%硬化、4 = 75%以上硬化）にスコアリングし、そ
れらを合計して糸球体数で除したものを、その切片の GSI とした。 
(2) 免疫組織化学 
マウス抗 α-smooth muscle actin（αSMA）モノクローナル抗体（DAKO A/S, 
Glostrup, Denmark）を一次抗体として使用し、酵素抗体法による免疫組織化学
染色を施行した。光学顕微鏡的観察と同様に、2 µm 切片をエタノール・キシレ
ンによる脱パラフィン処理した後、PBS を用いて洗浄を行った。抗原の賦活化を
目的に、水酸化ナトリウムにより pH を 7.0 に調整した 0.01 M クエン酸ナトリ
ウム緩衝液に切片を浸し、電子レンジで 5 分間加熱した。室温で冷却した後、
PBS で 1:200 に希釈した一次抗体を添加し、4℃で一晩反応させた。反応終了後
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再び PBS による洗浄を繰り返し、二次抗体（ヒストファインシンプルステイン
ラット MAX-PO(M)、株式会社ニチレイ、東京）を加えて 37℃で 30 分間反応させ
た。発色反応にはジアミノベンジジン（株式会社同仁化学研究所、熊本市）を
使用した。また、発色液中に 3%過酸化水素 17 µl を添加し、内因性ペルオキシ
ダーゼの賦活化を施行した。発色反応後にヘマトキシリンによる核染色を行っ
た。 
腎ならび脳の血管の評価についても αSMA モノクローナル抗体を用いた。直径
が 20－30μm の血管のうち、長軸と短軸の比が 1.3 以下のほぼ円形の血管につ
いて評価した。血管は 400 倍の倍率で撮影し、外周の囲む面積のうち αSMA の
陽性の領域を画像解析ソフト Image J にて評価した。腎臓では傍髄質に存在す
る上述の条件に一致する血管の評価を行った。脳の血管については、視交叉の
レベルで冠状断し、それぞれ髄質、皮質の上述の条件に一致する血管の評価を
行った。 
腎臓の間質障害においては、ランダムに選択した各切片 20 箇所の皮質あるい
は傍髄質領域において Image J を用いて、血管平滑筋および糸球体を除いた
αSMA 陽性面積率を計測した。 
また、8-Hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG)、 Monocyte Chemoattractant 
Protein-1 (MCP-1)、 Transforming Growth Factor beta (TGF-β) 、ED-1 
(monocyte/macrophage)、デスミン(desmin)も同様の手法により免疫染色を行っ
た。(一次抗体の濃度はそれぞれ 1:20, 1:300, 1:20, 1:40, 1:1000 とした)。
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8-OHdG、MCP-1 そして TGF-β については、既存の報告 25 に従い、100 倍の倍率
でランダムに撮影した 20枚のスライドにおいて陽性の尿細管の面積を計算した。
ED-1 については傍髄質領域を 400 倍でランダムに撮影し、その画面で ED-1 陽性
細胞数をカウントした。デスミンに関しては、発現の有無の定性を行った。 
5．リアルタイム PCR 
腎皮質、腎髄質外層を Isogen（株式会社ニッポンジーン、東京）溶液に移し、
ホモジナイザーMiniBeadbeater（BioSpec Products, Inc., Bartlesville, KO, 
USA）を使用して均質化した。その後、クロロフォルム、2-プロパノール、エタ
ノールを用いて全 RNA を抽出した。得られた全 RNA 2 µg を鋳型として、
Superscript 3 First-Strand Synthesis SuperMix（Invitrogen、東京）を使用
し、逆転写反応を行なった。サーマルサイクラーパーソナル TP240（タカラバイ
オ株式会社、滋賀）にて 50℃50 分、85℃5 分間反応させ、cDNA を合成した。 
  リアルタイム PCR には、SYBR Green I によるインターカレーター法（SYBR 
Premix Ex Taq II、タカラバイオ株式会社）を使用した。各種プライマーの最
終濃度を 0.4 µM に調整し、StepOne Real-Time PCR System（Applied Biosystems 
Inc., Foster City, CA, USA）にて、95℃30 秒の初期変性の後、95℃5 秒、60℃20
秒の反応を 40 サイクル行った。その測定値は内部コントロールである
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）の値で除して算出し、コ
ントロール群の皮質平均値を 1 とした相対値を図示した。使用したプライマー
（タカラバイオより購入）を以下に記載する。 
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Transforming growth factor β1 （TGFβ1） 
  Forward: 5'-TGCGCCTGCAGAGATTCAAG-3' 
Reverse: 5'-AGGTAACGCCAGGAATTGTTGCTA-3' 
Monocyte Chemoattractant Protein-1; (MCP-1） 
  Forward: 5'- CTATGCAGGTCTCTGTCACGCTTC-3' 
Reverse: 5'- CAGCCGACTCATTGGGATCA-3' 
Osteopontin  
 Forward: 5'- GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3' 
Reverse: 5'- ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3' 
GAPDH  
Forward: 5'-GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3' 
Reverse: 5'-ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3' 
 
Ⅲ．統計処理 
得られたデータはすべて平均値±標準誤差で表し、統計解析には Sigma Stat 
3.0（Systat Software, Inc, San Jose, CA, USA）を使用した。 
収縮期血圧および尿アルブミン排泄量については、Two-way analysis of 
variance（ANOVA）を用いて群間比較を行なった後、Bonferroni/Dunn の post hoc 
test を行った。リアルタイム PCR については、One-way ANOVA を用いて群間比
較を行なった後、post hoc test を行い解析した。組織学的変化は Student’s 
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t-test（あるいはノンパラメトリックなデータには Mann-Whitney’s test）に
よる各群間の比較を行なった。Kaplane-Meier 生存曲線については、Log Rank
法を用いた。いずれの解析も P<0.05 を統計学的な有意差とした。 
結 果 
Ⅰ．実験 1 
1． アルブミン尿 
 観察終了直前の 12 週齢に代謝ケージで回収した 24 時間畜尿よりアルブミン
濃度を前述の方法で測定した。尿量で補正を行ったところ、一日 UAE は不均一
な分布をとることが分かった。予備実験で 12 匹のラットにおいて、UAE の中央
値 6.1mg/day であったために、カットオフ値を UAE 5mg/day とした。UAE がカッ
トオフを超えた群の群を HIGH 群(n=8, UAE=21.1±3.6mg/day)、これ以下の群を
LOW 群(n=8, UAE=1.2±0.6mg/day)とした(p<0.05)。実験１においては HIGH 群と
LOW 群で各種臨床パラメーターを比較した。表 1 にあるように、体重、腎重量比、
心重量比、収縮期血圧において二群間に差を認めなかった。（表１） 
2． 血管の評価 
 αSMA 陽性面積で解析した血管壁の肥厚について検討したところ、図 1,A のご
とく脳血管壁肥厚は脳髄質においては HIGH 群（83±4.3％）が LOW 群（63±4.2%）
に比べ有意に高値をしめしたが(p<0.05)。脳皮質においては HIGH群（66±5.6％）
と LOW 群（56±3.8 %）間で有意な差を認めなかった。また、HIGH 群においては
髄質血管の壁肥厚は皮質の壁肥厚より有意に高かったが、LOW 群では有意な差を
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認めなかった。腎臓の傍髄質にある細血管壁肥厚は HIGH 群 (86±1.6%)が LOW
群(82±1.4%)より有意に高かった(p<0.05)。(図 1,B) 
 評価対象とした免疫染色の代表的な組織像を図 2 に示す。 
3． 糸球体評価 
図 3 に示すごとく、糸球体硬化度（GSI）は四群の中で HIGH 群の傍髄質糸球
体が最も高く(1.4±0.1)、LOW 群の傍髄質糸球体 GSI（0.9±0.2）より有意に高
かった (p<0.05)。皮質表層糸球体の GSIは HIGH群(0.9±0.2)と LOW群（0.6±0.2）
間で差を認めなかった。 
HIGH群においては,傍髄質糸球体の GSIは皮質表層糸球体の GSIより有意に高
いものの(p<0.05)、LOW 群では有意な差を認めなかった。 
 また、デスミンの発現については、傍髄質糸球体で明らかに増加していた。
(図 4) 
４．腎臓傍髄質の間質変化 
αSMA 染色にて腎間質の線維化の評価を行ったところ、図 5 に示すごとく傍髄
質領域の間質線維化は HIGH 群(8.3±1.5%)が LOW 群（4.5±1.5%）より程度が有
意に高かった(p<0.05)。皮質表層領域では HIGH 群(1.7±0.4%)と LOW 群
（1.0±0.1%）に差を認めなかった。 
５．腎臓における、酸化ストレス、炎症のアルブミン尿への関与 
図 6 に示すように、MCP-1、TGF-β、8-OHdG、ED-1 を炎症マーカーおよび酸化ス
トレスマーカーとして検討した。MCP-1、 TGF-β、8OHdG、陽性の尿細管は HIGH
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群（34.3±4％、30.5±2.6%、39.8±5.1％）が LOW 群（26.7±4.8%、22.1±1.6%、
22.3±1.3%）よりもいずれも有意に高かった。（p<0.05）傍髄質領域における ED-1
陽性細胞数は、HIGH 群（15.4±2.4 個/視野）が LOW 群(8.9±0.7 個/視野)より
有意に高かった(p<0.05)。図 7 に、腎臓における MCP-1、TGF-β、8-OHdG、ED-1
陽性の写真を示した。図 7 にあるように、これらの蛋白は尿細管に強く発現し
ており、糸球体や血管の発現はほとんど見られなかった。 
 UAE と血管壁厚、糸球体硬化度、炎症マーカーについて相関係数を求めた。UAE
と脳髄質細血管:R2=0.35、UAE と脳皮質細血管:R2=0.10 と脳髄質細血管で強い相
関を認めた。UAE と糸球体硬化指数にも相関を認め、（UAE と傍髄質糸球体硬化
度:R2=0.37,UAE と皮質表層糸球体硬化度 R2=0.11）と傍髄質糸球体硬化度と強い
相関を認めた。UAE と炎症マーカーとの相関は（UAE と MCP-1: R2=0.66,UAE と
ED-1: R2=0.65 と強い関連が認められた。UAE と TGFβ: R2=0.21, UAE と 8OHdG: 
R2=0.10 と弱い相関を呈していた。 
実験２ 
1.収縮期血圧 
 収縮期血圧の推移を図 8 に示す。コントロール群（n=6, day0, 216±4 
mmHg,day4 209±5mmHg, day7 230±4 mmHg, day10 216±6 mmHg, day13 220±7 
mmHg）に比してニフェジピン群（n=6, day0, 209±3mmHg,day4 181±3mmHg, day7 
190±4 mmHg, day10 189±4 mmHg, day13 187±5 mmHg）は Day0 のベースライ
ンを除いて、day4,7,10,13 といずれも有意に収縮期血圧が低下した(p<0.01)。 
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2.脳血管組織学的評価 
 実験 1 と同様に脳の血管の評価を行った。図 9 に細血管壁αSMA 陽性領域を比
較した図を示した。脳皮質、脳髄質いずれにおいてもコントロール群、ニフェ
ジピン群の間で血管壁の肥厚に有意な差を認めなかった（コントロール群:皮質
67.1±4.4%、髄質 67.0±6.3%、ニフェジピン群:皮質 63.6±3.9%、髄質
64.6±7.5%）。  
3.尿中アルブミン排泄量 (UAE) 
 UAE の推移を図 10 に示す。Day0 ではコントロール群(0.1±0.01mg/day)とニ
フェジピン群(0.16±0.03mg/day)とに差を認めなかった。2 週の時点でコントロ
ール群(10.4±3.8mg/day)はニフェジピン群(0.4±0.02mg/day)に比べ有意に高
値を示した(p<0.05)。2 週の時点でもコントロール群(46.5±6.1mg/day)はニフ
ェジピン群(0.4±0.03mg/day)と比べ有意に高値を示した(p<0.05)。 
4.腎細血管の壁肥厚と傍髄質糸球体のデスミン発現 
 腎の細血管の壁肥厚の評価を図 11 に示した。図 11 に示すように腎傍髄質の
細血管でニフェジピン群（79.6±0.6%）はコントロール群（85.4±0.8%）より
も有意に低く(p<0.05)、皮質表層の細血管においてもニフェジピン群
（72.0±0.6%）はコントロール群（77.8±0.9%）よりも有意に低かった(p<0.05)。  
また、傍髄質糸球体のデスミンの発現はニフェジピン群で抑制された。 
 糸球体においても、ニフェジピンの投与により傍髄質糸球体のデスミンの発
現は抑制された。(図 12) 
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5.リアルタイム PCR 
 実験 1 で尿アルブミンの出現に、炎症性機序の関与が示唆された。免疫染色
における蛋白レベルでは、ニフェジピン群では尿細管における炎症マーカーの
発現がほぼ完全に抑制されており、遺伝子レベルでのメカニズムに迫るために
RT-PCR を使用した。炎症に関わる因子である Osteopontin、MCP-1、TGF-β1 の
mRNA 発現変化について検討したところ、全体的な傾向として、皮質に比して髄
質外層は炎症関連因子の mRNA の発現は高かった。ニフェジピンによる介入によ
り有意に mRNA の発現をが抑制された。Osteopontin、MCP-1、TGF-β1 の mRNA
の相対的発現レベルは、ニフェジピン投与前を１とすると皮質で（0.1 倍、0.6
倍、0.2 倍）、髄質外層で（0.8 倍、0.2 倍、0.5 倍）であった。(図 13) 
実験 3 
 実験 2 において、脳では有意な血管障害が認められなかったが,これは観察期
間が短いことによる可能性があると考え、実験 2 の観察期間を 5 週間に延ばし
て研究を追加した。 
１．収縮期血圧 
 図 14にコントロール群とニフェジニピン群の収縮期血圧の推移について示し
た。血圧の推移は、コントロール群(day0 222±7mmHg、day4 222±4mmHg、day6 
220±4mmHg、day8 235±4mmHg、day10 227±2mmHg、day12 234±12mmHg、day15 
221±10mmHg、day18 222±8mmHg、day20 230±9mmHg、day24 257±8mmHg、day26 
233±23mmHg、day31 270±0mmHg)に比して、ニフェジピン群は(day0 221±5mmHg、
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day4 170±4mmHg、day6 187±4mmHg、day8 191±2mmHg、day10 180±5mmHg、day12 
172±5mmHg、day15 166±6mmHg、day18 178±7mmHg、day20 190±3mmHg、day24 
161±4mmHg、day26 167±3mmHg、day31 169±5mmHg)とベースラインでは差を認
めなかったが、day4 以降は有意に血圧が低下していた(p<0.05)。 
２．尿中アルブミン排泄量 
 図 15 にコントロール群とニフェジピン群の UAE を示した。コントロール群（0
週 n=8 3.5±1.0mg/day、1 週 n=8 208±63mg/day、2 週 n=8 694±78mg/day、3
週 n=4 732±80mg/day、4 週 n=3 640±266mg/day）に対し、ニフェジピン群（n=8、
0 週 2.1±0.5mg/day、1 週 2.7±0.6mg/day、2 週 3.2±0.9mg/day、3 週 
2.2±0.5mg/day、4 週 8.1±2.6g/day）では、ベースラインでは差がないものの、
その後の週では UAE 増加が有意に抑制された。 
３．脳卒中イベント発生率 
 図 16 に示すように、5 週間の観察の中で、コントロール群は 8 例すべてに脳
血管障害が生じたが、ニフェジピン群ではイベントを起こしたラットはいなか
った。これは統計学的にも有意であった。(Log-Rank test 15.1 p<0.01) 
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考 察 
 本研究では、SHR-SP を用いて、高血圧によるアルブミン尿の発生機序ならび
に、共通の解剖学的特徴を有する傍髄質ネフロンと脳の細血管の障害機序に対
する検討を行った。アルブミン尿の出現は腎の傍髄質ネフロンの障害と連関し
ており、脳髄質の穿通枝の障害とも強い相関があることが判明した。これらの
血管は共に strain vessel という解剖学的特徴を持っており、本実験の結果は、
アルブミン尿が strain vessel の圧による障害と関連が示されたと考えられる。
さらに、L 型 Ca チャネル拮抗薬であるニフェジピンは、これらの障害を抑制す
ることも示した。すなわち、本研究は圧依存性の障害が strain vessel に生じ、
アルブミン尿は strain vessel の障害のマーカーであることを示した最初の報
告である。 
I. 尿アルブミンの出現は傍髄質ネフロンの障害を示唆する。 
 解剖学的に腎臓深部に存在する傍髄質ネフロンにおいては直径 200μm程度の
弓状動脈あるいは、弓状動脈と小葉間動脈の分岐部から、直径 20-30μm の輸入
細動脈が直接分枝している。輸入細動脈は収縮、拡張することにより傍髄質か
ら皮質表層に及ぶすべての糸球体内圧 50mmHg前後を一定に保つために重要な働
きをすることが知られている。前述の解剖学的特徴を有する傍髄質糸球体の輸
入細動脈は全身血圧が高い場合、糸球体内圧との間には高い圧較差が生じる。
一方で、皮質表層糸球体の輸入細動脈は、弓状動脈から数本の分枝を出した後
に枝分れするため圧が 90mmHg 程度まで下がっており、傍髄質ネフロンに比し圧
 20 
較差は少ない。 
 森らは、左右の腎動脈の間の高さの大動脈にカフをおき、同じホルモン環境
下ながら左右の腎臓の灌流圧をかえることができるというサーボコントロール
ラットモデルを作製し、糸球体障害は傍髄質では主に血圧に依存し、皮質表層
ではアンジオテンシン II に依存することを示した 16。食塩感受性高血圧を示し、
輸入細動脈の自動調節能が低いという特徴を有する Dahl食塩感受性ラットにサ
ーボコントロールモデルを適用したところ、皮質表層の糸球体障害までもが血
圧依存性であることがわかった 18,19。このことは、糸球体障害において極めて輸
入細動脈が重要な働きを果たしていることを示している。井原らは前述の糖尿
病高血圧モデルである OLETF ラットにおいて、アンジオテンシン II 受容体拮抗
薬(ARB)であるオルメサルタンがヒドララジンにくらべて、同じ降圧効果におい
ても有意に尿蛋白を減少させることを報告した 20。また、このラットの糸球体
障害に対するオルメサルタンの効果は皮質表層の糸球体障害は抑制されていた
が、傍髄質の糸球体障害は抑制できなかった。なぜ ARB の投与でこのような不
均一性が生じたのであろうか？その理由の一つとして、高血圧に晒された腎臓
の傍髄質の輸入細動脈は高い圧較差に晒され、不可逆的な障害に至った結果糸
球体障害を早期から生じているのに対し、皮質表層における輸入細動脈は圧障
害から保護されており、オルメサルタンによる糸球体保護効果が発揮されやす
かったためと考えられる。二つ目の理由として、前述のごとく皮質表層の糸球
体障害はアンジオテンシン II に依存しているため、圧が関わる要素が低かった
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事が挙げられる。これらのことは、傍髄質糸球体障害は圧に依存し表層糸球体
障害はアンジオテンシン II に依存するという森らの仮説にも整合する。本研究
の実験１において、尿中アルブミン排泄量で群を分けたときに、尿中アルブミ
ン排泄量が多い群では傍髄質の糸球体、間質、血管すべてにおいて、尿中アル
ブミン排泄量の少ない群より障害の程度が強かった。加えて、皮質の障害には
差を認めなかったこと、および、本研究実験２にてニフェジピンにより圧を下
げることにより傍髄質ネフロンの障害を抑制できたことから、アルブミン尿の
原因は血圧による傍髄質ネフロンの障害である可能性が強く考えられた。 
II. 血圧による傍髄質ネフロンの障害は酸化ストレスおよび炎症が関わって
いる。 
免疫組織学的検査では、尿中アルブミン排泄量の多い群では、低い群に比べ
て酸化ストレスのマーカーである 8-OHdG が尿細管において増加していた。また
炎症マーカーである MCP-1、TGF-βも尿細管で増加していた。さらに、単球/マ
クロファージのマーカーである ED-1 陽性細胞浸潤も多かった。これらのことは
酸化ストレスならびに炎症を介した機序がアルブミン尿と関係することを示唆
している。 
腎の灌流圧があがると、酸化ストレスならびに炎症が増加するという過去の
報告 26 から、ニフェジピンによる腎灌流圧降下作用や腎組織障害軽減効果が、
酸化ストレスや炎症性マーカーにどのような影響を与えているかを実験２で評
価した。ニフェジピン群はコントロール群にくらべ約 30mmHgの降圧をもたらし、
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このときに、炎症に関連する Osteopontin、MCP-1、TGF-β1 の mRNA の腎臓にお
ける発現量も同時に抑制した。ただし、ニフェジピン自体も培養細胞実験で抗
酸化作用や抗炎症作用を有することが知られており、酸化ストレス、炎症マー
カーの変動が降圧以外の機序とどう関連しているかについて十分に検討するこ
とができない点は、本研究の限界である。 
III. アルブミン尿と脳血管の関連。 
 実験 1 において、尿中アルブミン排泄量の多い群では少ない群に比べて、脳
髄質の細血管の壁肥厚が有意に高かった。ところが、脳皮質細動脈おいては有
意な差を認めなかった。このことは次の 2 つの事実を示唆した。1 つ目は脳髄質
の血管障害は脳皮質の血管障害に先行するということ、2 つ目はアルブミン尿が
出現する時点では、脳髄質血管はすでに障害されている可能性があるというこ
とである。 
しかしながら、実験 2 において、アルブミン尿が出現する時点では脳血管の
障害を認めなかったことから、圧による障害は傍髄質糸球体が脳血管に先行す
ることが明らかになった。 
実験 3 のニフェジピン投与により、腎髄質障害のみならず脳血管の障害も抑
制することができた。このことは strain vessel という解剖学的特徴を持つ脳
髄質血管も圧に対する感受性が高く、アルブミン尿は脳髄質血管障害の存在を
示唆するといえる。 
IV. 降圧による脳血管の保護 
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実験 2 で尿中アルブミン排泄量はニフェジピン投与により抑制することがで
きていたが、脳の血管においては組織学的な有意差を認めなかった。この原因
として実験 2 では観察期間が短かった可能性が考えられたため、2 週間であった
観察期間を最大 5 週間へ延長した。結果にあるように、ニフェジピン投与おけ
る血圧はコントロール群に比して観察期間において有意に低下し、アルブミン
尿も抑制された。2 週間の観察では時点ではイベントの発生は見られなかったが、
観察 2 週間以降よりコントロール群では 5 週間ですべての個体が脳卒中イベン
トを発生した。本研究は、SHR-SP において、圧による strain vessel の障害は
腎傍髄質が脳血管に先行することを示し、さらに腎傍髄質ならびに脳血管障害
がともにニフェジピンによる降圧で抑制されることを示した世界で初めての研
究である。 
 腎傍髄質や脳血管はなぜこのような血圧による障害を受けやすい構造になっ
ているのであろう。地球上に生命が生まれ、単細胞生物から多細胞生物へ進化
し、水中から陸上に上がった。この際に、多くの生物にとって体液の保持は最
も重要な問題であったはずである。出血や飢餓など体液の喪失を招く状況を防
ぐように適応していく中で、塩分貯留に働く代表的なシステムが、レニンーア
ンジオテンシン系であると予想される。脱水になった際、このシステムが働い
て血管を収縮させ出血を止め、尿への塩分の喪失を防いだ。しかし、すべての
血管が収縮してしまうと虚血となり臓器障害を来してしまう。そのため、生命
維持に重要な役割を担っている組織を灌流する血管は、脱水でも血流を確保し
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機能を維持するためにアンジオテンシン IIへの反応が弱くなったと予想される。
この調整機構が、長い間臓器保護に対して有利に働いていたのに対し、塩分を
過剰にとることになり、高血圧の有病率が高くなっている現代では臓器障害の
原因となっている可能性がある。本研究ではアルブミン尿の存在が、strain 
vessel を持つ複数臓器の障害マーカーであること、さらに、降圧によりこれら
の障害が抑制されることが示された。現在、様々な種類の降圧薬が手に入るよ
うになっており、アルブミン尿をマーカーとした降圧治療によりこれらの薬剤
を適切にしようし、さらなる健康寿命の延長、QOL の確保ができるものと確信し
ている。 
 最後に０１２指導していただいた伊藤貞嘉教授、指導教官の森建文先生、実
験のサポートをしてくれた、大崎雄介さん、米城淑美さんに深く感謝申し上げ
ます。 
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結 論 
1）SHR-SP において、アルブミン尿の存在は圧による腎傍髄質ネフロン障害なら
びに脳髄質血管障害を示す。 
2）SHR-SP における傍髄質障害には酸化ストレスならびに炎症性機序が関与して
おり、これらは Strain Vessel に加わる圧負荷により惹起されると考えられる。 
3）L 型 Ca 拮抗薬ニフェジピンは SHR-SP の血圧ならびにアルブミン尿を有意に
改善した、これらには炎症に関わる mRNAの発現の抑制が一因として考えられる。 
4）SHR-SP においては、圧による腎傍髄質ネフロン障害は脳血管障害に先行し、
L 型 Ca 拮抗薬を用いた降圧により双方の障害を抑制することができた。 
5）圧による臓器障害は strain vessel に対して早期より生じる。アルブミン尿
の存在は、全身の strain vessel の障害を表すマーカーとなり得る。 
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表１ 群間における身体的パラメーターの比較（実験 1） 
表 1  HIGH (n=8)  LOW (n=8)   
            
体重 (g) 240±4  244±3  n.s 
       
腎重量比 (% of BW) 0.44±0.01  0.44±0.01  n.s 
       
心重量比 (% of BW) 0.52±0.02  0.52±0.02  n.s 
       
収縮期血圧 mmHg 205±23  194±13  n.s 
       
尿中アルブミン排泄量 (mg/day) 21.1±3.6  1.2±0.6  p<0.05 
             
実験終了直前のパラメーター。体重、腎重量比、心重量比、収縮期血圧に有意
に差を認めなかった。尿中アルブミン排泄量は HIGH 群と LOW 群で有意な差を認
めた。Mean±SEM. 
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A、脳細血管の評価 
 
B、腎細血管の評価 
 
 
 
 
 
 
 
図１ HIGH 群および LOW 群間の脳細血管（A）、腎細血管の評価（B）。脳皮質細
血管において壁肥厚において差を認めなかったが、脳髄質細血管、腎傍髄質血
管において HIGH 群では LOW 群に比して優位な壁肥厚を認めた。Student’S 
t-test *p<0.05, **p<0.01 
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図 2 脳細血管、腎傍髄質血管のαSMA 染色 
A)脳皮質血管は LOW 群、HIGH 群でαSMA 陽性の壁面積に有意な差を認めない。 B) 
脳髄質血管では LOW 群、HIGH 群でαSMA 陽性の壁面積に有意な差を認める。C)
腎傍髄質の細血管は LOW 群に比して、HIGH 群でαSMA 陽性の壁面積に有意な差
を認める。 
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B) Brain Medulla 
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 A 
          LOW              HIGH 
 
B 
 
図 3 400 倍の光学顕微鏡により PAS 染色にて糸球体硬化度（GSI）を検討した。
(A)。HIGH 群においては、傍髄質糸球体の GSI は LOW 群のそれと比べても有意に
高かった。また、HIGH 群においては傍髄質糸球体の GSI は皮質表層の GSI より
有意に高かった。(B) Student’s t-test、* p<0.05 
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図 4 デスミン染色による糸球体障害の評価。LOW 群、HIGH 群とも皮質表層糸球
体に比べて、傍髄質糸球体のデスミン発現が強い。 LOW 群と HIGH 群を比較す
ると、HIGH 群でデスミン発現が強く、HIGH 群の傍髄質糸球体が最も強い発現を
認める。 
 
  
Low High 
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Cortex 
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medulla 
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A 
 
B 
 
図 5 間質繊維化の指標であるαSMA 陽性領域について検討した。写真（A）が
示すように HIGH 群は LOW 群に比して、傍髄質間質のαSMA 陽性領域面積が有意
に高かった。皮質に関しては差を認めなかった (B)。 100 倍、 Student’s 
t-test ,*p<0.0 
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図６ 腎における MCP-1（A）、TGF-β（B）、8-OHdG（C）、いずれも HIGH 群で尿
細管に強く発現している。ED-1 陽性の細胞は HIGH 群で有意に多く認める（D）。 
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A 
 
B 
 
図 7 尿細管の炎症マーカー（実験 1） 
光学顕微鏡 100 倍にて酸化ストレス、MCP-1、TGFβ、8OHdG の陽性領域について
検討した。HIGH 群は LOW 群に比して。MCP-1、TGFβ、8OHdG のいずれも陽性領
域面積は有意に高かった（A）。ED-1 陽性細胞の数についても HIGH 群は LOW 群に
比して有意に高かった。(B)Student’s t-test ,*p<0.05 
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図 8 収縮期血圧の推移。（実験 2） 
 ニフェジピン(80-100mg /day)投与群は、コントロール群に比して有意に血圧
を低下させた。*p<0.05 vs コントロール群 Two-way ANOVA 
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図 9 αSMA 染色による脳細血管の評価。脳細血管におけるαSMA 陽性領域は二
群間で差を認めなかった。 
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図 10 尿中アルブミン排泄量の推移（実験 2）。ニフェジピン投与により 1、2
週の時点で有意に尿中アルブミン排泄量を抑制した。*p<0.05 vs.コントロール
群、†p<0.05 vs 0 week of same group. 
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図 11 腎細血管の評価（実験 2） 
 
図 11 αSMA 染色による腎細血管の評価（実験 2）。ニフェピン投与により、腎
の細血管のαSMA 陽性の壁面積は有意に抑制された。*p<0.05 vs コントロール
群、Student`s t-test 
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図 12 糸球体におけるデスミン染色（実験 2）。デスミン染色による糸球体障害
の評価。コントロール群では傍髄質糸球体にデスミンの発現が増えていたが、
ニフェジピン群で傍髄質糸球体のデスミンの発現は抑制された。 
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図 13 RT-PCR によるｍRNA の発現の検討（実験 2） 
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皮質並びに髄質外層において、MCP-1（A）、Osteopontin（B）、TGF-β1（C）の
mRNA の発現はニフェジピンにより抑制された。*p<0.05 vs.コントロール群、
One-way ANOVA 
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図 14 収縮期血圧（実験 3） 
ニフェジピン(80-100mg/day)投与の投与により、コントロール群に比して観察
期間中、有意差を持って血圧を低下させた。 *p<0.05 vs コントロール群 
Two-Way ANOVA 
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図 15 尿中アルブミン排泄量（実験 3） 
ニフェジピン(80-100mg /day)投与により、コントロール群に比べて有意に尿中
アルブミン排泄量が抑制された。*p<0.05 vs.コントロール群 
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図 16 Kaplan-Meier 生存曲線（実験 3） 
ニフェジピン投与群ではコントロール群に比べて有意に生存率が高かった。
P<0.05 Log Rank Test 
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Appendix 各実験のプロトコール 
実験 1 
 
 
 
 
 
実験 2 
 
 
 
 
実験 3 
6 週齢  
SHRSP 雄性  
４％食塩食 
6 週間観察 
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8％食塩食＋nifedipine 
2 週間 
10 週齢 
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8％食塩食＋nifedipine 
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